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Insectenovergevoeligheid is één van de meest voorkomende oorzaken van pruritus bij het paard. In een studie die gedaan is bij paarden met pruritus reageerde bij een intradermale huidtest tachtig procent op een Culicoïdes extract [10]. Culicoïdes spp., ook wel knutten genoemd, zijn erg kleine, bijtende insecten van 1 tot 3 mm[10]. De beet is pijnlijk voor het paard [3,7,8], omdat de knutten kauwende bewegingen maken met de monddelen [3]. Het klinische beeld dat veroorzaakt wordt door een overgevoeligheidsreactie op het speeksel van Culicoïdes spp., wordt ook wel staart- en maneneczeem (SME) genoemd [10]. Culicoïdes overgevoeligheid wordt veroorzaakt door verschillende Culicoïdes spp. in verschillende regio’s in de wereld, maar de epidemiologie en histopathologie lijken identiek [2]. De species die in Nederland het meest gevonden wordt en een rol lijkt te spelen bij SME is Culicoïdes obsoletus [1,10,11]. Staart- en maneneczeem is een chronische, recidiverende, seizoensgebonden aandoening [1]. Na de beet van de knut ontstaat een primaire laesie, namelijk een papel of oedeem [3]. Door de jeuk gaan paarden krabben, schuren, bijten en rollen waardoor ze zichzelf kunnen verwonden. Dit resulteert in schaafwonden, korsten, schilfering, kale plekken en erytheem (secundaire laesies). Deze verwondingen verergeren de pruritus [10]. Typische laesies komen voor aan de manen en staart (Foto 1), maar ook het hoofd (Foto 2), romp, dorsale en-/of ventrale middenlijn kunnen betrokken zijn [5].

       
Foto 1: SME wonden op de staart.   Foto 2: SME wonden op het hoofd

Het voorkomen van Culicoïdes is (in Nederland) seizoensgebonden en dat is voornamelijk vanaf april tot en met oktober [11]. In landen met een mild klimaat komt de knut het gehele jaar door voor. De knut voedt zich in Nederland voornamelijk tijdens de schemering [11]. Voor voortplanting is stilstaand water essentieel [4,6]. Regenval is negatief gecorreleerd met de prevalentie van Culicoïdes, net als het aantal koude dagen per jaar [6]. De knutten prefereren warm en droog weer. Naast klimatologische factoren speelt ook de leefomgeving waarin de paarden gehuisvest zijn een rol bij de prevalentie van Culicoïdes. Culicoïdes spp. komt minder voor in gebieden waar de bodem bestaat uit fijn zand, gecombineerd met turf en veen moerasland. Een habitat waarin Culicoïdes spp. meer voorkomt, bevat zandig klei en kleibodems gecombineerd met heide, bos en veenheides [6].
Na een Culicoïdes beet vindt bij een overgevoelig paard een type I overgevoeligheidsreactie plaats, zeer waarschijnlijk als reactie op het speeksel. Deze wordt gemedieerd door IgE antilichamen. IgE antilichamen binden aan receptoren op mastcellen en veroorzaken degranulatie van mastcellen en basofielen, waarbij ontstekingsmediatoren en vasoactieve substanties vrijkomen [10]. Deze laatsten veroorzaken erytheem als gevolg van capillaire dilatatie en oedeem door een verhoogde vaatpermeabiliteit. Deze type I reactie is maximaal binnen 30 minuten [10]. De huidreactie is maximaal op of na 24 uur, passend bij een cel gemedieerde type IV reactie [2]. Deze reactie wordt gemedieerd door T-cellen, monocyten en macrofagen. Volgens een onderzoek dat is uitgevoerd bij Nederlandse Shetland fokmerries, kan de Culicoïdes overgevoeligheid deels erfelijk bepaald zijn [12]. 
De diagnose staart- en maneneczeem wordt gesteld op basis van de anamnese en seizoensgebonden klinische verschijnselen [10]. De reactie op een therapie kan een ander diagnostisch hulpmiddel zijn [10]. Differentiële diagnoses van staart- en maneneczeem zijn  atopie en voedselallergieën [4]. 
In het onderzoek van Fadok [4], worden een aantal therapieën omschreven. Ten eerste is het mogelijk om het paard dagelijks in de late middag in te sprayen met op permethrin-gebaseerde producten. Een alternatief hiervoor is om 2 à 3 maal per week pour-on permethrin toe te passen [13]. Een andere optie is om oormerken aan de manen en staart te bevestigen welke synthetische pyrethrinen bevatten. Soms zal het gebruik van Avon’s Skin-So-soft badolie de vliegen weren. Deze olie moet 1:1 verdund worden met water en aangebracht worden op de aangedane plaatsen op het lichaam [4]. 
Managementmaatregelen toepassen is een andere optie. De paarden ver weg houden van stilstaand water kan zinvol zijn, omdat Culicoïdes knutten niet verder kunnen vliegen dan circa 1,5 km [4]. De paarden opstallen vóór de schemering tot na zonsopgang is een andere mogelijkheid. Het plaatsen van horren in de stallen kan een hulpmiddel zijn bij het weren van de knutten. De mazen moeten wel klein zijn, aangezien deze insecten slechts 1 tot 3 mm groot zijn.     


Een andere mogelijkheid is om een systeem te installeren welke op bepaalde tijdstippen insecticide vrijgeeft, dit is echter kostbaar [4]. Ook topicale therapieën geven volgens sommige eigenaren wel degelijk verlichting voor het paard. Hiervoor kan een teer- en zwavelshampoo gebruikt worden of colloïdale havermeelshampoo. Als het paard secundaire bacteriële infecties heeft met Staphylococcen dan kan wassen met benzoïlperoxide effectief zijn [4]. Er zijn ook speciale eczeemdekens. Het hele lichaam, behalve de benen, kan met deze dekens bedekt worden (Foto 3), waarbij het paard zodoende beschermd is tegen Culicoïdes [4].


Foto 3: Paard met SME en eczeemdeken

Een systemische therapie zoals het oraal toedienen van glucocorticoïden kan worden toegepast. Het gebruik van antihistaminica bleek niet erg succesvol bij het paard [4]. Volgens Fadok & Creiner zijn supplementen met vetzuren succesvol gebleken om sommige paarden met Culicoïdes overgevoeligheid te behandelen [4]. In een artikel van O’Neil 2002 [9] werden echter geen significante verschillen gevonden, wat betreft de laesiegrootte na een Culicoïdes beet, tussen de controle groep en de groep die lijnzaadolie als supplement kreeg.
In ons onderzoek is de werking van middel X onderzocht. Middel X is een zalf, geproduceerd door Phytogenix, een spin-off bedrijfje van de Faculteit Farmaceutische Wetenschappen, Universiteit Utrecht. Phytogenix doet onderzoek naar fytotherapeutica en ontwikkelt deze. 
Het is een zalf welke een uit planten geïsoleerde verbinding bevat die zodanig chemisch is gemodificeerd dat dit beter de huid binnendringt. Door enzymen in de huid wordt weer de oorspronkelijke plantenstof teruggevormd die onder andere cellulaire parameters van het afweersysteem en de activiteit van matrix metalloproteinasen (MMPs) zou kunnen beïnvloeden. Bij de mens zou dit een positief effect kunnen geven op de huid in het algemeen en op de wondgenezing in het bijzonder [14]. Op basis van deze kennis is middel X ontwikkeld en in 2006 getest op vijf paarden met staart- en maneneczeem. De zalf leek een positief effect te hebben, de open wonden genazen snel en de jeuk verminderde. De zalf heeft geen invloed op de insectenovergevoeligheid, maar kan mogelijk de vicieuze cirkel van schuren, wonden en pruritus doorbreken. In ons onderzoek is de werkzaamheid van middel X onderzocht met betrekking tot wondgenezing bij paarden met staart- en maneneczeem. 






Aan het onderzoek hebben 26 paarden lijdend aan SME deelgenomen. Het selectiecriterium was dat de paarden (één of) meerdere open wonden moesten hebben als gevolg van staart- en maneneczeem (Foto 4). Eigenaren werden opgeroepen om met hun paarden aan het onderzoek deel te nemen door middel van advertenties, brieven (Bijlage 2) en via contact met dierenartsen. 


Foto 4: Paard met SME wond in de manen

In de maanden september en oktober van 2007 is onderzoek gedaan bij 8 paarden. Omdat de symptomen van staart- en maneneczeem voornamelijk aanwezig zijn tussen april en oktober, is het onderzoek voortgezet in 2008. Vanaf juni tot en met september 2008 zijn 18 paarden onderzocht. 
Een voorwaarde om deel te kunnen nemen aan het onderzoek was dat eigenaren moesten stoppen met het toepassen van andere topicale middelen. De overige therapieën en managementmaatregelen mochten worden voorgezet.
De eigenaren hebben een zalf, een placebo- of verumpreparaat, drie weken lang op de wonden gesmeerd. Vooraf en tijdens het onderzoek was voor zowel de eigenaar als onderzoeker onbekend wat de samenstelling was.




Omdat het onderzoek dubbel blind was, waren de tubes zalf gecodeerd. Bij elke tube hoorde een gecodeerde envelop, waarin genoteerd stond welk preparaat het betrof. Na drie weken zijn deze enveloppen in aanwezigheid van de onderzoeker geopend door de eigenaar. De paarden waarbij de eerste drie weken het placebo preparaat was gesmeerd kregen daarna nog drie weken het verum preparaat. Voor de paarden die de eerste drie weken al het verumpreparaat kregen, eindigde het onderzoek op dag 21.
De actieve stof in zalf X is een uit planten geïsoleerde verbinding die zodanig gemodificeerd is dat deze beter de huid doordringt. De actieve stof is gemengd in een zalfbasis van polyethyleen-glycolen. Deze polyethyleen-glycolen zijn een mengsel van PEG-400 en PEG-4000, welke bij kamertemperatuur vast zijn en bij de lichaamstemperatuur van het paard vervloeien. De zalfbasis is op de juiste pH gebracht met een mengsel van kaliumcitraat, citroenzuur en verdund zoutzuur.
2.2.2 Vragenlijst
Vóór en tijdens de onderzoeksperiode hebben de eigenaren meerdere vragenlijsten ingevuld. De eerste vragenlijst (Bijlage 3) werd ingevuld vóór aanvang van het onderzoek. De volgende onderwerpen kwamen daarin aan bod: de symptomen, de reeds toegepaste therapieën en de huisvesting van het paard. Aan de hand van deze antwoorden werd een beeld verkregen van de klinische verschijnselen en de omgevingsfactoren die daarbij mogelijk een rol spelen.
De tweede, derde, vierde en vijfde vragenlijsten (Bijlage 4) zijn wekelijks ingevuld. De eigenaren hebben hierin hun waarnemingen bij het paard gedocumenteerd tijdens de eerste drie weken, dag 0 t/m dag 21 van het onderzoek. Eventuele veranderingen betreffende de klacht, huisvesting, voer, etc. zijn ook op deze manier vastgelegd. 
Vragenlijst zes, zeven en acht (Bijlage 5) bevatten vragen over de tweede periode van het onderzoek, dag 21 t/m dag 42. In deze periode smeerden de eigenaren de wonden in met het verum preparaat, nadat ze drie weken het placebopreparaat hadden gebruikt. Deze vragenlijst is eveneens wekelijks ingevuld. Door eigenaren is vastgelegd hoe deze laatste drie weken verlopen zijn en of het genezingsproces van de wonden is veranderd ten opzichte van de periode daarvoor, dag 0 t/m dag 21. 
2.2.3 Vastleggen van de klinische beelden
Met behulp van een digitale camera is vastgelegd hoe de wonden en van het paard eruit zagen en wat de grootte van het wondoppervlak was. De wonden zijn gefotografeerd vóór het gebruik van middel X (dag nul) en op dag 7, 21, (en indien van toepassing op dag 28 en 42). De foto’s zijn gebruikt ter ondersteuning van de waarnemingen van de onderzoeker en eigenaren. 
Om de wond beoordeling op een zo objectief mogelijke manier uit te voeren, werd naast fotografie, het aantal wonden geteld en het wondoppervlak gemeten. Per wond is de omtrek nagetekend met behulp van overtrekpapier en het oppervlak berekend in cm2.

2.3 DEC 
Het onderzoeksdoel was om te testen of middel X wondgenezend werkt bij paarden met wonden ten gevolge van staart- en maneneczeem. De proef is voorgelegd aan proefdierdeskundigen van de Faculteit Diergeneeskunde en het onderzoek werd niet gezien als een dierproef.

2.4 Onderzoeksprocedure
Er is in dit onderzoek gestreefd naar een minimum van 20 paarden omdat de resultaten dan naar verwachting statistisch significante verschillen zouden vertonen. Uiteindelijk hebben aan dit onderzoek 26 paarden deelgenomen. 
De afhankelijke variabelen in dit onderzoek waren het aantal wonden, het wondoppervlak en de last die paarden daarvan ondervonden. Daarnaast is gekeken naar de ernst van de SME klachten.
De onafhankelijke variabele was de toegepaste zalf, namelijk het verum- of placebo preparaat van middel X.
Bij aanvang van het onderzoek werd door de eigenaren een vragenlijst ingevuld over de (ziekte) geschiedenis van het paard. Eigenaren mochten de therapieën die zij al toepasten blijven voortzetten, met uitzondering van andere topicale middelen. Op deze manier kon de leefsituatie voor het paard gedurende het onderzoek zo optimaal en constant mogelijk worden gehouden. Bovendien ging het in 50% van de gevallen om een placebo preparaat en was de werkzaamheid van het verum preparaat van middel X nog niet bewezen. Doordat eigenaren andere behandelingen mochten voortzetten was de drempel om aan het onderzoek deel te nemen ook lager. 
De eigenaar heeft de zalf eenmaal daags op de open wonden gesmeerd. In de eerste drie weken van het onderzoek is het verum preparaat van middel X gebruikt bij 12 paarden en het placebo preparaat bij 14 paarden.
De eigenaren vulden ook wekelijkse vragenlijsten in over het verloop van de klacht. Er was voor de eigenaren een protocol (Bijlage 6) geschreven om de wijze en het tijdstip van toedienen van de zalf duidelijk te maken. Daarnaast was een overzicht gemaakt met daarin de belangrijke (contact)momenten in het onderzoek (Bijlage 1). 
Tijdens de onderzoeksperiodes zijn de paarden na één en drie weken bezocht door de onderzoeker om beeldmateriaal te verzamelen, wondoppervlaktes te meten en de vragenlijsten in ontvangst te nemen. 
Bij de verwerking van de verkregen data zijn drie groepen gevormd, namelijk I. de placebo groep, II. verum-na-placebo groep en III. de verum groep. De placebo groep en verum-na- placebogroep werden gevormd door dezelfde 14 paarden. De verum groep bestond uit 12 paarden. 
De eigenaren hebben tijdens de onderzoeksperiode wekelijks een vragenlijst ingevuld. Aan de hand van deze vragenlijsten zijn een aantal aspecten beoordeeld, namelijk de ernst van de symptomen, het verloop van de klacht en de beoordeling van de werkzaamheid van middel X door de eigenaren.
Aan het eind van het onderzoek zijn alle tubes zalf weer in ontvangst genomen en gewogen. Er is berekend hoeveel gram zalf de eigenaren in de onderzoeksperiode gesmeerd hebben. 

2.5 Statistische analyse






De leeftijden van de paarden varieerde van 3 tot en met 25 jaar, met een gemiddelde leeftijd van 12 jaar. De gemiddelde leeftijd in de placebo groep was 9,8 jaar en in de verum groep 14,3 jaar en verschilde significant (P=0,04). Alle paarden stonden overdag buiten in de weide of in een paddock. De meeste paarden werden ook ’s nachts buiten gehuisvest. Bijna alle paarden stonden vaak buiten tijdens zonsopgang en zonsondergang, wanneer de Culicoïdes knutten zich voeden.
Twintig paarden droegen een eczeemdeken, de overige zes niet. Zes paarden waren gehuisvest in de provincie Brabant, zes in Gelderland, vijf in Utrecht, vier in Drenthe, drie in Overijssel en twee in Limburg. Aan het onderzoek hebben 19 IJslanders, twee Haflingers, twee Friezen, één Fjord, één Tinker en één Shetlander deelgenomen. 
Bij aanvang van het onderzoek was er geen significant verschil in het aantal wonden en het wondoppervlak tussen de placebo- en de verum groep.
Het gemiddelde aantal wonden per paard die zijn waargenomen op t=0, waren op t=7 in de placebo groep significant (P<0,01) afgenomen met 4,6 (91,5%) en in de verum groep significant (P< 0,01) afgenomen met 5,5 (83,8%) (Figuur 1). De nieuwe wonden die zijn waargenomen op t=7, waren op t=21 in de placebo groep significant (P= 0,032) afgenomen met 2,1 (88,1%) en in de verum groep significant (P= 0,047) afgenomen met 4,1 (89,1%) (Figuur 2). De afname van het aantal wonden was in de verschillende periodes en groepen vergelijkbaar. Er is geen significant verschil gevonden tussen de verum en placebo groep.






 Figuur 2. Het gemiddelde aantal wonden per paard (vanaf t=7).   Placebo = wit, verum = zwart * P < 0,05











 Figuur 3. Het gemiddelde wondoppervlak per paard in cm2 (vanaf t=0).  Placebo = wit, verum = zwart 
* P < 0,05, ** P < 0,01.


 Figuur 4. Het gemiddelde wondoppervlak per paard in cm2 (vanaf t=7).  Placebo = wit, verum = zwart















     Figuur 5. De totale hoeveelheid gebruikte zalf in gram. Placebo=wit, verum=zwart, verum-na placebo=grijs.





Figuur 6. De ernst van de symptomen (vraag 1 uit de vragenlijsten 2 t/m 8). Placebo=wit, verum=zwart, 
verum-na placebo=grijs. 

Vraag 3 uit de wekelijkse vragenlijst ( Bijlage 4) was “Hoeveel last heeft uw paard de afgelopen 7 dagen gehad van de wonden in vergelijking met de periode daarvoor?”. De antwoordmogelijkheden waren “minder last gehad”, “hetzelfde gebleven”, “meer last gehad”. Ook bij deze vraag werd elk antwoord gekoppeld aan een cijfer (respectievelijk 0,1 en 2). Wanneer het cijfer tussen nul en één was, hadden de paarden minder last van de wonden ten opzichte van de periode daarvoor. Met het cijfer één wordt aangegeven dat de klachten hetzelfde zijn gebleven. Wanneer het cijfer tussen één en twee was, hadden de paarden meer last gekregen van de wonden ten opzichte van de periode daarvoor.


Figuur 7. De mate waarin de paarden last hadden van de wonden t.o.v. de week daarvoor (vraag 2 uit de vragenlijsten 2 t/m 8). Placebo = wit, verum = zwart, grijs = verum na placebo * P < 0,05, ** P < 0,01.

Deze grafiek (Figuur 7) laat duidelijk een andere tendens zien dan figuur 6. De paarden waarbij het placebo preparaat gesmeerd werd, hadden in de eerste week iets minder last dan daarvoor en in de tweede en derde week meer last dan de week daarvoor. De verergering tijdens de tweede week verschilde niet significant ten op zichtte van de eerste week (P= 0,23), maar de verergering tijdens de derde week was wel significant ten opzichte van de eerste week (P< 0,01). De paarden die met het verum preparaat behandeld werden kregen in de eerste week iets meer last dan de week daarvoor en in de tweede week bleven de klachten hetzelfde, in de derde week hadden ze minder last dan de week daarvoor. Het verschil tussen de tweede en de eerste week en tussen de derde en de eerste week was niet significant (respectievelijk P= 0,72 en P= 0,45). Tijdens de derde week was het verschil tussen de placebo-en de verum groep significant (P= 0,04), de paarden in de placebo groep hadden meer last van hun wonden dan de paarden in de verum groep. In de verum-na-placebo groep blijven de klachten na een week met de zalf smeren hetzelfde. Daarna is er een kleine verbetering zichtbaar in de tweede week ten opzichte van de eerste en in de derde week ten opzichte van de tweede week. Bovendien waren de klachten in de derde week verum-na-placebo significant minder dan in de laatste week van de placebo behandeling (P <0,01). In de placebo groep werd een gemiddelde gevonden van 1,61 en in de verum groep 0,86. 






De paarden die hebben deelgenomen aan het onderzoek hadden allen open wonden als gevolg van staart- en maneneczeem. Er was enige variatie in de mate waarin zij eczeem hadden. Er waren paarden met enkele kleine droge open wondjes, maar ook paarden met veel grote wonden met purulent exsudaat van meerdere centimeters groot. Maar er was geen significant verschil in het aantal wonden en het wondoppervlak op t=0 tussen de placebo- en de verum groep.
De paarden stonden op verschillende locaties in Nederland en werden op verschillende manieren gehuisvest. Een overeenkomst was dat de meeste paarden 12 tot 24 uur per dag buiten stonden en heel vaak tot altijd bij zonsopgang en zonsondergang buiten stonden, dus op het moment dat de Culicoïdes actief zijn. Enkele verschillende factoren waren, de beschikbaarheid van een schuilstal, de aanwezigheid van bomen in en rondom de wei, het aanwezig zijn van stilstaand water bij de wei en het wel of niet om hebben van een eczeemdeken. Onderzoek heeft aangetoond dat klimaat van invloed is op de mate en periode van voorkomen van de knutten [6]. De paarden in het onderzoek werden allemaal in Nederland gehuisvest, maar wel in verschillende regio’s in het land. In eerste instantie is gezocht naar proefpaarden in een straal van 50 km rondom Utrecht. Dit streven bleek praktisch niet haalbaar, wegens onvoldoende aanmeldingen uit deze regio.
Het is gebleken dat in bosrijke gebieden en gebieden met stilstaand water meer Culicoïdes aanwezig zijn [4,6]. Wanneer paarden geografisch gezien in hetzelfde gebied gehuisvest zijn, dan kunnen er nog verschillen zijn in het voorkomen van de knutten door aan- of afwezigheid van bijvoorbeeld bos en/of stilstaand water. De prevalentie van Culicoïdes kan dus sterk verschillen in hetzelfde gebied.
De huisvesting, de locaties en de leeftijden van de paarden liepen zeer uiteen. De gemiddelde leeftijd in de placebo groep was 9,8 jaar en in de verum groep 14,3 jaar en verschilde significant (P=0,04). Er is aangetoond dat paarden meer last krijgen van SME naarmate ze ouder worden [14, 15]. In de verum groep waren de paarden gemiddeld ouder, maar hadden minder last van de wonden, volgens de subjectieve mening van de eigenaren. 
De reden dat hoofdzakelijk IJslandse paarden aan het onderzoek meededen, kan waarschijnlijk verklaard worden door het feit dat een oproep voor het onderzoek is geplaatst op een website van een IJslander vereniging en omdat dit ras erg gevoelig is voor staart- en maneneczeem.
Alle eigenaren hadden eerder al pogingen gedaan om de klachten als gevolg van SME te reduceren, bijvoorbeeld door middel van eczeemdekens, aangepast weidemanagement, verandering van omgeving of het gebruik van insecticiden, zalven, shampoos, medicatie, homeopathie, etc.
Een belangrijke factor die de ernst van de SME klachten sterk kan beïnvloeden is een eczeemdeken. Wanneer het paard zonder deken staat, krijgt de wond minder kans om te genezen en kunnen veel nieuwe wonden ontstaan. Enkele paarden met een eczeemdeken hebben deze om verschillende redenen tijdens het onderzoek enkele dagen niet gedragen (één paard uit de verum groep en één paard uit de placebogroep). Dit heeft mogelijk invloed gehad op de wondoppervlakte meting, het aantal wonden en de beantwoording van de vragenlijsten door de eigenaar. 
Eigenaren beoordeelden de ernst van het eczeem erg verschillend. Een eigenaar van een paard met enkele kleine wondjes, die het paard veel ziet schuren kan bij de vraag “Hoeveel last denkt u dat uw paard heeft van de wonden?” invullen dat het paard daar “heel veel” last van heeft. De eigenaar ziet namelijk dat het paard veel ongerief heeft. Er zijn ook eigenaren van paarden met erg veel wonden over het gehele lichaam verspreid, maar het paard niet hebben zien schuren omdat ze het paard bijvoorbeeld weinig gezien hebben. Zij kunnen dezelfde vraag beantwoorden met “matig”. Het verloop van de klachten is wel goed te beoordelen door de eigenaren, aangezien zij hun paard gedurende het onderzoek iedere dag zien en op dezelfde wijze beoordelen. 
De wonden die op dag nul open waren, zijn geteld op dag nul, 7 en 21. Omdat op één paard na, alle wonden van dag nul dicht waren op dag 21, zijn deze gegevens niet in een grafiek verwerkt. De nieuwe wonden die op dag 7 open waren, zijn geteld op dag 7 en 21. Deze periode duurde twee weken. De vergelijking van het vervolg van open wonden op dag nul en nieuwe open wonden op dag 7 is dus niet optimaal, omdat de periodes niet even lang zijn.
Het aantal wonden nam van t= 0 tot t=7 en t=7 tot t=21 significant af in zowel de placebo als in de verum groep. Het wondoppervlak nam significant af van t=0 tot t=7 in zowel de placebogroep als de verumgroep. Er was geen significante afname te zien van het wondoppervlak van t=7 tot t=21 in zowel de placebo- en verumgroep. Tussen de placebo- en de verumgroep is geen significant verschil in afname aangetoond voor wat betreft het aantal wonden en het wondoppervlak gedurende de gehele onderzoeksperiode. Zeker omdat in beide groepen een afname zichtbaar was, zou een derde groep, namelijk paarden die helemaal niet behandeld werden, een goede vergelijking zijn geweest. Omdat veel eigenaren erg gemotiveerd zijn om hun paarden met SME te behandelen was het lastig om paarden te vinden die niet behandeld zouden worden tijdens het onderzoek.
Het is opvallend dat het aantal wonden en het wondoppervlak gedurende drie weken afnam in zowel de placebo- als de verum groep. Maar volgens de eigenaren hadden de paarden tijdens de derde week van de verum behandeling significant minder last van hun wonden dan in de laatste week van de placebo behandeling (P=0,04). 
De paarden die met het verum preparaat behandeld werden kregen in de eerste week iets meer last van hun wonden dan de week daarvoor en in de tweede week bleven de klachten hetzelfde, in de derde week hadden ze minder last dan de week daarvoor. De paarden waarbij het placebo preparaat gesmeerd werd, hadden in de eerste week iets minder last dan de periode daarvoor en in de tweede en derde week meer last dan de week daarvoor. In de verum-na-placebo groep blijven de klachten na een week smeren hetzelfde. Daarna is er een kleine verbetering zichtbaar in de tweede week ten opzichte van de eerste en in de derde week ten opzichte van de tweede. 
Helaas was er geen placebo-na-verum groep, om de verum-na placebogroep mee te kunnen vergelijken. De vraag is, hoe gemotiveerd eigenaren zouden zijn om na het verumpreparaat nog drie weken met een placebopreparaat te smeren. Zeker wanneer bekend is dat ze met deze zalf smeren.
Het placebo preparaat is gebruikt voor een zo groot mogelijke betrouwbaarheid van het onderzoek. In de eerste week van het onderzoek is een duidelijke afname te zien in de placebogroep voor wat aantal wonden en wondoppervlak betreft. In de periode dag 7 tot en met dag 21 neemt het aantal wonden af, alleen blijft het wondoppervlak nagenoeg gelijk. Een mogelijke verklaring voor het feit dat in de eerste week van het onderzoek de wondgenezing verbeterde in de placebo- en de verum groep, is dat het consequent verzorgen van de wond, ongeacht de gebruikte zalf, een grote invloed heeft op het genezingsproces evenals het herstellend vermogen van het paard zelf. Een andere oorzaak zou kunnen zijn dat de weersomstandigheden gunstiger waren. Dit is niet waarschijnlijk om dat de onderzoeksperiodes van de paarden op verschillende dagen van start ging en de begindata (deels) in verschillende maanden vielen. 
Er waren eigenaren die vóór aanvang van het onderzoek een relatief goed werkzaam middel op de wond smeerde. Tijdens het onderzoek moest daarmee gestopt worden, wat in het geval van een placebo (of verum) preparaat een verslechtering van het klinisch beeld zou kunnen geven. Eén eigenaar die aan het onderzoek meedeed mee twee paarden, is om deze reden gestopt met het onderzoek.
De onderzoeker heeft op dag 7, 21, 28 en 42 na het starten van het onderzoek de wondoppervlaktes gemeten en foto’s gemaakt. Oude wondjes werden terug gezocht, gefotografeerd en daarvan werd het wondoppervlak gemeten. Ditzelfde werd gedaan voor alle nieuwe open wonden. In de meeste gevallen is bij daglicht gefotografeerd. Bij slecht weer werden de foto’s binnen gemaakt met flitser. Mede om deze reden is de belichting op foto’s steeds anders. De roodheid van de wonden was daardoor achteraf moeilijk te beoordelen en te vergelijken. 
Een ander discussiepunt wat betreft de metingen is het tijdstip van meten. Tijdens elke onderzoeksperiode van drie weken zag de onderzoeker het paard drie keer. Op tijdstip nul, dag 7 en dag 21 en in de tweede periode van drie weken op dag 21, 28 en 42. De wondoppervlaktes werden op deze tijdstippen gemeten en eventueel nieuwe open wonden werden in het onderzoek meegenomen. Het is belangrijk om te benadrukken dat de metingen slechts drie momentopnames zijn geweest, in een periode van drie weken. Wanneer op dag 7 slechts één nieuwe wond aanwezig was, kon het zijn dat in de week daarvoor vijf nieuwe wonden waren ontstaan en weer genezen. Wanneer de onderzoeker vervolgens op dag 21 terug kwam, konden er in de twee weken daarvoor veel nieuwe wonden zijn ontstaan en weer genezen. Het beeld dat de onderzoeker had van de klachten kon, mede hierdoor, sterk afwijken van dat van de eigenaar. 
Er is berekend hoeveel gram zalf de eigenaren gemiddeld gebruikten per paard. De achterliggende gedachte van deze bepaling was om na te gaan of er (grote) verschillen waren tussen de placebo- en verum groep en de verum-na-placebo groep. Wanneer er duidelijke significante verschillen zouden zijn tussen de werkzaamheid van zalf X en de placebo zalf, dan zou gezocht kunnen worden naar een mogelijke relatie met de hoeveelheid gesmeerde zalf. In de placebo groep werd de meeste zalf gebruikt, in de verum groep werd minder zalf gesmeerd en in de verum-na-placebo groep werd nog minder zalf gebruikt. Een mogelijke verklaring voor dit verschil kan zijn dat in de verschillende groepen het gemiddelde wondoppervlak niet overeen kwam, waardoor in de ene groep meer zalf nodig was dan in de andere groep. Een andere mogelijkheid was om de hoeveelheid gebruikte zalf te verrekenen met de grootte van het wondoppervlak. Maar deze wondoppervlaktes zijn slechts op enkele momenten tijdens het onderzoek gemeten. Bovendien waren op bijna alle tijdstippen het aantal wonden en het oppervlak in de verum groep groter dan in de placebo groep en tussen de metingen door kon het wondoppervlak variëren van grootte. Een aantal eigenaren die zowel het placebo als verum preparaat gebruikt hebben, vonden achteraf dat de viscositeit van de placebo zalf hoger was dan het verum preparaat en moeilijker opgenomen werd door de huid. De placebo zalf was volgens een aantal eigenaren plakkeriger en bleef langer zichtbaar aanwezig op de wond. 
Als conclusie kan gesteld worden dat er geen significant verschil was tussen de placebo- en de verum groep voor wat betreft het aantal wonden en wondoppervlak van t=0 tot t=7 en t=7 tot t=21. Echter volgens de eigenaren hadden de paarden in de derde week van de verum behandeling significant minder klachten dan in de derde week van de placebo behandeling. Tijdens de derde week verum-na- placebo hadden de paarden significant minder last van hun wonden dan in de laatste week van de placebo behandeling. In de placebo groep verergerde de klachten tijdens de derde week significant ten opzichte van de eerste week.
Het gebruik van de zalf (verum of placebo) geneest SME niet, maar dagelijkse verzorging met de zalf lijkt de last die de paarden hebben van de wonden te verminderen, waarbij drie weken behandelen met de verum zalf volgens eigenaren meer effect heeft dan de behandeling met de placebo zalf. 
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Bijlage 1: Overzicht contactmomenten met eigenaar
 

Dag 0	Dag 7	Dag 14	Dag 21	Dag 28	Dag 35	Dag 42
Start smeren zalf	Onderzoekers komen het paard bekijken		Onderzoekers komen het paard bekijken	Onderzoekers komen het paard bekijken		Onderzoekers komen het paard bekijken 
Vragenlijst1 & 2 invullen	Vragenlijst 3 invullen	Vragenlijst 4 invullen	Vragenlijst 5 invullen	Vragenlijst 6 invullen	Vragenlijst 7 invullen	Vragenlijst 8 invullen
			Bekendmaken of de zalf middel X of placebo was			Einde onderzoek





Bijlage 2: Introductie brief aan de eigenaar





Door het Departement Gezondheidszorg paard van de faculteit diergeneeskunde te Utrecht wordt binnenkort een onderzoek gestart, waarin een nieuw middel tegen open wonden bij staart- en maneneczeem onderzocht wordt. Het onderzoek wordt uitgevoerd door een vijfdejaars student diergeneeskunde M Kempenaars, onder leiding van Dr. R van den Boom en Dr. M.M. Sloet van Oldruitenborgh-Oosterbaan.
Middel X bevat uit planten geïsoleerde verbindingen en extracten. Bij de mens heeft dit middel een positief effect op de conditie van de huid en op de wondgenezing in het bijzonder. Op basis van deze kennis is middel X gemaakt en vorig jaar getest op vijf paarden met staart- en maneneczeem. Het bleek dat de zalf een positief effect had, namelijk de open wonden genazen snel en de jeuk verminderde. 
De zalf geneest niet het staart- en maneneczeem, maar kan de vicieuze cirkel van jeuk, schuren, verwondingen, korsten, jeuk doorbreken. Omdat het middel al toegepast is op een aantal mensen en vijf paarden zonder enige bijwerkingen en het een middel is op basis van plantenextracten mag aangenomen worden dat het middel veilig gebruikt kan worden.
Het doel van dit onderzoek is om aan te tonen dat middel X wondgenezend en jeukstillend werkt bij paarden met staart- en maneneczeem. Omdat de werkzaamheid is aangetoond op slechts vijf paarden, willen wij nu een groter aantal paarden onderzoeken.
Om de werking van middel X objectief te onderzoeken,  zal gebruikt gemaakt worden van middel X (het middel op basis van plantenextracten) en een placebo (een zalf zonder enige werkzaamheid). De kans bestaat dus dat u een zalf gebruikt voor uw paard dat geen effect heeft. Natuurlijk kunt u gedurende de proefperiode, de eventuele andere therapieën die u al toepaste voortzetten. Dit geldt echter niet voor een andere zalf, omdat dit de werking van middel X tegen kan werken.
Het zalfje zal één maal daags op de open wonden gesmeerd moeten worden, gedurende drie weken. Na één en drie weken komt de onderzoeker de wonden beoordelen, ook zullen foto’s gemaakt worden van de wonden. Bovendien wordt van u gevraagd op deze twee tijdstippen een korte vragenlijst in te vullen. Dit is van belang om uw mening met betrekking tot de klacht vast te leggen. 
Zoals eerder in deze brief vermeldt staat, bestaat de kans dat u een placebo krijgt tijdens het onderzoek. Deze zalf zal hoogst waarschijnlijk geen effect hebben op de wondgenezing van uw paard, maar is nodig om het onderzoek uit te kunnen voeren. Na drie weken wordt bekend gemaakt welke zalf u hebt gebruikt. Wanneer dat een placebo was, kunt u direct aansluitend, nog drie weken smeren met middel X (met werkzame bestanddelen). Dan geldt dat na drie weken de onderzoeker de wonden van uw paard komt beoordelen. Ook zullen weer foto’s worden gemaakt. Aan u wordt gevraagd of u na drie weken nogmaals de korte vragenlijst wilt invullen. 
Onze vraag aan u is of u interesse heeft om met uw paard mee te doen aan dit onderzoek. Het is belangrijk, dat uw paard in zodanige mate staart- en maneneczeem heeft, dat daarbij open wonden ontstaan. Elke deelnemer krijgt na afloop van het onderzoek een gratis tube van middel X.















Deze vragenlijst bevat vragen over uw paard / pony met betrekking tot staart- en maneneczeem. De gegevens zijn van groot belang voor het onderzoek. Door zorgvuldig invullen van deze vragenlijst krijgen de onderzoekers een goed beeld van de leefomstandigheden van uw paard of pony, de klinische verschijnselen en de mogelijk al toegepaste therapieën. 
Op de volgende pagina staan enkele instructies voor het invullen van de vragenlijst. De geschatte tijd die nodig is om deze vragenlijst in te vullen is circa tien  minuten.

Hartelijk dank voor uw medewerking.

Met vriendelijk groet,























	Deze vragenlijst bevat 31 vragen, de benodigde tijd om deze in te vullen bedraagt ongeveer 10 min.
	Deze vragenlijst bevat open en gesloten vragen. Voor de gesloten vragen geldt aankruisen indien van toepassing. De open vragen a.u.b. zo nauwkeurig mogelijk beantwoorden.
	Voor sommige vragen geldt dat meerdere antwoorden aangekruist kunnen worden, dit staat bij deze vragen aangegeven.
	Indien het juiste antwoord er niet bij staat, gelieve aankruisen wat het meest van toepassing is.


1. 	Hoe lang heeft u het paard in uw bezit? ………………………………………………………………………

2.  	Hoe lang heeft uw paard, naar uw weten, staart- en maneneczeem? ……………………………………………………………………...




















4. 		Hoe is de situatie op dit moment wat betreft de klinische verschijnselen ten opzichte van vorig jaar?
	sterk verergerd
	verergerd




































7. 	Hoe is de situatie op dit moment met betrekking tot de uitgebreidheid van staart-en maneneczeem ten opzichte van vorig jaar?
	sterk verergerd
	verergerd


















9.	Heeft u dit jaar maatregelen getroffen met betrekking tot staart en maneneczeem?
	ja, ga verder met vraag 10
	nee, ga verder met vraag 12

10. 	Wat heeft u dit jaar gedaan om het staart- en maneneczeem proberen te verminderen?
(meerdere antwoorden mogelijk)












11.	 Welke therapie hielp dit jaar naar uw mening het beste? 











	combinatie van therapieën, namelijk……………………………………………….
12 .	Heeft u vorig jaar maatregelen getroffen met betrekking tot staart en maneneczeem?
	ja, ga verder met vraag 13
	nee, ga verder met vraag 15 

13.	 Wat heeft u vorig jaar gedaan om het staart- en maneneczeem proberen te verminderen? 
(meerdere antwoorden mogelijk)












14.	Welke therapie hielp vorig jaar naar uw mening het beste? 











	combinatie van therapieën, namelijk…………………………………………….
15.	 Hoeveel weidegang krijgt uw paard gemiddeld per dag op dit moment?

































19. 	Maakt u wel eens bosritten (of wandelen in het bos)? 
	ja, ga verder met vraag 20
	nee, ga verder met vraag 21






21. 	Hoe dicht staat uw paard gehuisvest bij stilstaand water (poel, meertje etc) 
op dit moment?
	< 1,5 km, ga verder met vraag 22
	1,5- 5 km, ga verder met vraag 22
	> 5 km, ga verder met vraag 23






	badkuip/ton met water 
	anders;…………………………………………………………………..

23.	 Hoe dicht staat uw paard gehuisvest bij een bosrijke omgeving?




24. 	Staat het paard dit jaar op dezelfde plek gehuisvest als vorig jaar?





25. 	Hoe dicht stond uw paard gehuisvest bij stilstaand water (poel, meertje etc) vorig jaar?
	< 1,5 km, ga verder met vraag 26 
	1,5- 5 km, ga verder met vraag 26
	> 5 km, ga verder met vraag 27









27. 	Hoe dicht stond uw paard gehuisvest bij een bosrijke omgeving vorig jaar?




28. 	Wat voert u uw paard op dit moment?
(wilt u alstublieft de hoeveelheden aangeven in kg) 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

29. 	Voert u uw paard voedingssupplementen?





30. 	Wat voerde u uw paard vorig jaar?
	hetzelfde als dit jaar
	anders dan dit jaar, namelijk (wilt u alstublieft de hoeveelheden aangeven in kg)……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
31.	Voerde u uw paard vorig jaar voedingssupplementen?





 Bijlage 4: Vragenlijst gebruik middel X (dag 0 t/m dag 21)

Vragenlijst 2, 3, 4, 5





Deze vragenlijst bevat vragen over uw paard met betrekking tot de therapie van staart- en maneneczeem en het gebruik van middel X. De gegevens zijn van belang voor het onderzoek. Zo kan een beeld verkregen worden van de situatie tijdens het gebruik van middel X. Hierbij kan gedacht worden aan het mogelijk gelijktijdig toepassen van andere therapieën, veranderingen van huisvesting en de klinische verschijnselen van het paard. De situatie van uw paard kan op deze wijze bekeken worden. Ook kan een vergelijking gemaakt worden tussen het begin en het eind van het onderzoek.
Op de volgende pagina staan enkele instructies voor het invullen van de vragenlijst. 
Indien u vragen heeft kunt u altijd contact opnemen.

Hartelijk dank voor uw medewerking.



















	De eerste lijst gelieve invullen op dag 0 
	De eerste lijst gelieve invullen na 7 dagen na het starten van het gebruik van middel X.
	De tweede lijst gelieve invullen na 14 dagen na het starten van het gebruik van 
middel X.
	De derde lijst gelieve invullen na 21 dagen na het starten van het gebruik van 
middel X
	Bij gesloten vragen geldt omcirkelen indien van toepassing.




Vragenlijst 2  invullen op dag 0 						datum:
										naam paard:

1. 	Welke symptomen zijn van toepassing op uw paard met betrekking tot de wonden?
(één antwoord per stelling mogelijk)
		
a) “ik heb mijn paard zien schuren”		nee		soms		vaak	 
b) “de wonden zijn rood”			nee		iets		erg
c) “de wond is vochtig”			nee		iets		erg
d) “er zijn gebroken haren te zien”		nee		enkele		veel
e) “de huid is dik”				nee		beetje		erg






Vragenlijst 3 invullen 7 dagen na starten gebruik middel X		datum:
										naam paard:

1. 	Welke symptomen zijn van toepassing op uw paard met betrekking tot de wonden?
(één antwoord per stelling mogelijk)
		
a) “ik heb mijn paard zien schuren”		nee		soms		vaak	 
b) “de wonden zijn rood”			nee		iets		erg
c) “de wond is vochtig”			nee		iets		erg
d) “er zijn gebroken haren te zien”		nee		enkele		veel
e) “de huid is dik”				nee		beetje		erg





3. 	Hoeveel last heeft uw paard de afgelopen 7 dagen gehad van de wonden in vergelijking met de periode daarvoor?

 	minder last gehad		hetzelfde gebleven		meer last gehad

4. 	Heeft uw paard nieuwe wonden gekregen?
ja		nee		weet niet





6. 	Denkt u dat u middel X gebruikt of het placebo?
…………………………………………………………………………………………….

Vragenlijst 4 invullen 14 dagen na starten gebruik middel X		datum:
										naam paard:

1. 	Welke symptomen zijn van toepassing op uw paard met betrekking tot de wonden?
(één antwoord per stelling mogelijk)
		
a) “ik heb mijn paard zien schuren”		nee		soms		vaak	 
b) “de wonden zijn rood”			nee		iets		erg
c) “de wond is vochtig”			nee		iets		erg
d) “er zijn gebroken haren te zien”		nee		enkele		veel
e) “de huid is dik”				nee		beetje		erg





3. 	Hoeveel last heeft uw paard de afgelopen 7 dagen gehad van de wonden in vergelijking met de periode daarvoor?

 	minder last gehad		hetzelfde gebleven		meer last gehad

4. 	Heeft uw paard nieuwe wonden gekregen?
ja		nee		weet niet





6. 	Denkt u dat u middel X gebruikt of het placebo?
…………………………………………………………………………………………….

Vragenlijst 5 invullen 21 dagen na starten van gebruik middel X	     datum:
										     naam paard:

1. 	Welke symptomen zijn van toepassing op uw paard met betrekking tot de wonden?
(één antwoord per stelling mogelijk)
						
a) “ik heb mijn paard zien schuren”		nee		soms		vaak	 
b) “de wonden zijn rood”			nee		iets		erg
c) “de wond is vochtig”			nee		iets		erg
d) “er zijn gebroken haren te zien”		nee		enkele		veel
e) “de huid is dik”				nee		beetje		erg





3. 	Hoeveel last heeft uw paard de afgelopen 14 dagen gehad van de wonden in vergelijking met de periode daarvoor?

 minder last gehad		hetzelfde gebleven		meer last gehad

4. 	Heeft uw paard nieuwe wonden gekregen?
ja		nee		weet niet





6. 	Denkt u dat u middel X gebruikt of het placebo?
…………………………………………………………………………………………….



















	De eerste lijst gelieve invullen 28 dagen na het starten van het onderzoek.
	De tweede lijst gelieve invullen 35 dagen na het starten van het onderzoek.
	De tweede lijst gelieve invullen 42 dagen na het starten van het onderzoek.
	Bij gesloten vragen geldt omcirkelen indien van toepassing.




Vragenlijst 6 invullen 28 dagen na starten gebruik middel X	datum:
								            naam paard:

1. 	Welke symptomen zijn van toepassing op uw paard met betrekking tot de wonden?
(één antwoord per stelling mogelijk)
		
a) “ik heb mijn paard zien schuren”		nee		soms		vaak	 
b) “de wonden zijn rood”			nee		iets		erg
c) “de wond is vochtig”			nee		iets		erg
d) “er zijn gebroken haren te zien”		nee		enkele		veel
e) “de huid is dik”				nee		beetje		erg





3. 	Hoeveel last heeft uw paard de afgelopen 7 dagen gehad van de wonden in vergelijking met de periode daarvoor?

 	minder last gehad		hetzelfde gebleven		meer last gehad

4. 	Heeft uw paard nieuwe wonden gekregen?
ja		nee		weet niet





6. 	Merkt u verschil tussen middel X en het placebo? 
…………………………………………………………………………………………….

Vragenlijst 7 invullen 35 dagen na starten gebruik middel X		datum:
										naam paard:

1. 	Welke symptomen zijn van toepassing op uw paard met betrekking tot de wonden?
(één antwoord per stelling mogelijk)
		
a) “ik heb mijn paard zien schuren”		nee		soms		vaak	 
b) “de wonden zijn rood”			nee		iets		erg
c) “de wond is vochtig”			nee		iets		erg
d) “er zijn gebroken haren te zien”		nee		enkele		veel
e) “de huid is dik”				nee		beetje		erg





3. 	Hoeveel last heeft uw paard de afgelopen 7 dagen gehad van de wonden in vergelijking met de periode daarvoor?

 	minder last gehad		hetzelfde gebleven		meer last gehad

4. 	Heeft uw paard nieuwe wonden gekregen?
ja		nee		weet niet





6. 	Merkt u verschil tussen middel X en het placebo?
…………………………………………………………………………………………….

Vragenlijst 8 invullen 42 dagen na starten van gebruik middel X	     datum:
										     naam paard:

1. 	Welke symptomen zijn van toepassing op uw paard met betrekking tot de wonden?
(één antwoord per stelling mogelijk)
						
a) “ik heb mijn paard zien schuren”		nee		soms		vaak	 
b) “de wonden zijn rood”			nee		iets		erg
c) “de wond is vochtig”			nee		iets		erg
d) “er zijn gebroken haren te zien”		nee		enkele		veel
e) “de huid is dik”				nee		beetje		erg





3. 	Hoeveel last heeft uw paard de afgelopen 14 dagen gehad van de wonden in vergelijking met de periode daarvoor?

 minder last gehad		hetzelfde gebleven		meer last gehad

4. 	Heeft uw paard nieuwe wonden gekregen?
ja		nee		weet niet









Bijlage 6: Protocol gebruik middel X


De zalf koel bewaren!

	U start op dag nul met het smeren van een zalf, waarvan nog onbekend is of dat het werkzame middel of het placebopreparaat betreft.
	De zalf wordt eenmaal daags op alle wondjes gesmeerd, dat wil zeggen op oude en nieuwe wonden.
	De zalf niet dik opsmeren, maar een dun laagje aanbrengen en goed inmasseren.
	De zalf direct na weidegang opsmeren. Indien het paard 24 uur per dag weidegang heeft, de zalf gelieve op vaste tijdstippen smeren.
	Gedurende de onderzoeksperiode mogen de huisvesting- en of andere therapieën niet veranderd worden. Wanneer dit noodzakelijk is, gelieve dit te melden.
	Andere middelen tegen staart- en maneneczeem (die u al toepaste) mag u blijven gebruiken, behalve andere locale middelen.
	Op dag 0, 7, 14 en 21 dagen graag de korte vragenlijsten invullen (lijst 2,3,4,5).
	Op dag 7 en 21 wordt u door ons bezocht om de stand van zaken door te nemen, het paard klinisch te beoordelen en foto’s te maken van de wondjes.
	Na drie weken wordt bekend gemaakt of u middel X of het placebopreparaat gedurende 3 weken heeft gebruikt. De onderzoekers weten tijdens het onderzoek ook niet welk middel u smeert.
	Indien u drie weken het placebopreparaat gesmeerd heeft, zal de onderzoekperiode met drie weken worden verlengd. In deze periode gaat u smeren met middel X (het verumpreparaat). Ook voor deze periode zijn wekelijkse vragenlijsten. De onderzoeker zal weer metingen verrichten na één en drie weken.
	Na drie weken willen wij graag de tubes zalf terug en daarop nog enkele metingen verrichten.
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